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РЕФЕРАТ 
Текст 32 с., рис.14, 20 источников. 
ЛЮМИНЕСЦЕНТНЫЕ БАКТЕРИИ, МИКРОФЛЮИДНЫЕ ЧИПЫ, 
КУЛЬТИВИРОВАНИЕ БАКТЕРИЙ, БАКТЕРИИ В КАПЛЯХ, КАПЕЛЬНАЯ 
МИКРОФЛЮИДИКА, PHOTOBACTERIUM PHOSPHOREUM. 
Целью работы является определение влияния ряда масел на 
интенсивность свечения бактериальных колоний в каплях. 
Объектом исследования является бактерии штамма  Photobacterium 
Phosphoreum, силиконовые, минеральное, растительное и оливковое масла. 
Изучено культивирование колоний бактерий штамма Photobacterium 
phosphoreum в каплях в различных маслах. 
Продемонстрированно, что силиконовое масло «ПМС-200» наилучшим 
образом подходит для проведения экспериментов в рамках капельной 
микрофлюидики, поскольку данное масло не имеет негативного влияния на 
рост бактерий и  интенсивность биолюминесценции, а также подходит по 
физико-химическим характеристикам. 
Показано, что люминесцентные бактерии в фазово-обособленных 
колониях остаются чувствительными к веществам-загрязнителям. 
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ВВЕДЕНИЕ 
 
Идея изучения отдельных клеток, изолированных в оболочке 
минерального масла, была предложена в 1954 г. [1], однако только с 
развитием микрофлюидных технологий удалось обеспечить стабильное и 
воспроизводимое формирование монодисперсных капель с заданными 
параметрами, пригодных для количественных исследований. Другими 
преимуществами микрофлюидных технологий являются высокая скорость 
формирования капель (диапазон частот образования капель от 0,1 до 10 кГц и 
выше), малый расход реагентов, а также возможности: полного контроля 
условий формирования капель, осуществления операций объединения 
(слияния) или дробления капель, выполнения большого числа 
экспериментов. Создавая капли малых объемов, можно обеспечить условия 
для изоляции отдельных клеток или молекул. 
Публикации результатов исследований в области «капельной» 
микрофлюидики показывают ее огромный потенциал для исследования 
отдельных клеток и изучения процессов их функционирования, для 
скрининга лекарственных средств и т. д. [2]. Перспективным мы видим 
создание на основе принципов капельной микрофлюидики  биосенсоров на 
основе биолюминесцентной системы светящихся бактерий. При этом могут 
использоваться как колонии бактерии в каплях, так и ферменты их 
биолюминесцентной системы. 
Биотесты на светящихся бактериях дают количественную меру 
токсичности и часто превосходят известные биотесты по быстродействию, 
точности, чувствительности и простоте, позволяют контролировать 
одновременно значительное число токсинов [3]. В основе этих методов 
лежит изменение интенсивности люминесценции биопрепаратов после 
воздействия того или иного анализируемого вещества. Концентрацию 
анализируемого вещества определяют, измеряя параметры излучения. 
Исходя из современных требований, предъявляемых к оценке токсичности 
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веществ. Биолюминесцентным способом можно определить общепризнанные 
в токсикологии параметры, такие как эффективная концентрация (ЭК-50) — 
концентрация вещества, которая подавляет функцию люминесценции на 
50%, и пороговая концентрация (ЛК-0) или уровень биологически 
безопасного разведения (УББР) — концентрация (разведение) исследуемого 
вещества, при достижении которой уровень свечения исследуемых растворов 
равен интенсивности свечения в контрольных кюветах [3]. 
Чтобы использовать биолюминесцентные бактерии или ферменты их 
биолюминесцентной системы, необходимо проверить совместимость 
материалов (главным образом масел), используемых обычно для 
формирования капель. Вопрос осложняется тем, что биолюминесценция 
требует наличие кислорода. 
Целью дипломной работы было определение влияние ряда масел на 
интенсивность свечения бактериальных колоний в каплях. 
Для достижения цели необходимо было выполнить следующие задачи: 
1. подготовить жидкую среду с бактериями; 
2. культивировать бактерий в каплях разного объема, в различных 
маслах; 
3. сравнить уровни  свечения полученных колоний в каплях; 
4. аналогичным способом проверить уровень свечения при 
добавлении веществ — загрязнителей окружающей среды. 
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1. Биолюминесцентные бактерии 
 
Чтобы начать выращивать биолюминесцентные бактерии и изучить 
подходящий метод культивирования, нужно выяснить природу нужных нам 
бактерий. Светящиеся бактерии — в основном морские организмы. Это 
хемоорганотрофные бактерии, по своим морфологическим и 
физиологическим признакам сходные с Enterobacteriaceae; поэтому их 
называют также «морскими энтеробактериями». 
Все выделенные до сих пор светящиеся бактерии — грамм-
отрицательные факультативные анаэробы, передвигающиеся с помощью 1–8 
жгутиков. В зависимости от морфологии жгутиков (полярное или 
перитрихальное расположение, простые жгутики или жгутики в чехле) их 
относят к родам Photobacterium или Вепескеа. В анаэробных условиях 
большинство светящихся бактерий осуществляет муравьинокислое брожение 
или брожение смешанного типа, как это свойственно Enterobacteriaceae, и 
образует муравьиную, уксусную, молочную и янтарную кислоты, спирт, СО2 
и ацетон. Как и многие другие морские бактерии, они являются галофилами; 
если поместить их в гипотоничную среду (дистиллированную воду), они 
мгновенно лизируются [4]. 
Рост и биолюминесценция в сильной степени зависят от состава среды. 
Свечение наблюдается только в присутствии кислорода, поэтому такие 
бактерии еще в конце прошлого века использовались как чувствительные 
индикаторы для выявления фотосинтетического образования кислорода у 
зеленых и красных водорослей в опытах со светом разной длины волны.  
 
1.1 Культивирование бактерии Photobacterium phosphoreum 
 
К светящимся бактериям относится разнородная группа 
микроорганизмов, обладающая способностью испускать свет в зелено-
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голубой области спектра видимого диапазона. Она включает в себя 17 видов, 
которые относятся к четырем родам: Vibrio, Photobacterium, Shewanella, 
Photorhabdus. Большинство из них является морскими представителями. 
Photobacterium phosphoreum является модельным грамотрицательным 
микроорганизмом, используемым для биотестирования токсичности 
ксенобиотиков. Биолюминесцентные тесты с использованием природных 
(интактных) светящихся бактерий основаны на исключительной 
чувствительности этих микроорганизмов к разнообразным веществам. При 
действии этих веществ на целые живые бактерии исключается их прямое 
(непосредственное) воздействие на ответственные за биолюминесценцию 
фермент-субстратные комплексы, так как клеточные мембраны отчасти 
являются преградой, тормозящей проникновение ксенобиотиков в клетку. Но 
нельзя исключить опосредованное действие токсичных веществ на важные 
жизненные процессы в клетке, такие как, например, дыхание, которые тем 
или иным образом связаны с биолюминесценцией [5]. 
Светящиеся бактерии Photobacterium phosphoreum отличаются среди 
прочих наиболее длительным и интенсивным свечением. При использовании 
данного вида в качестве чувствительного элемента биотеста для решения 
различных прикладных задач важно знать физиологические особенности 
конкретного используемого штамма, т.к. ими будут определяться 
характеристики биосенсора. 
Интенсивность свечения рассматриваемых бактерий не связана с их 
удельной скоростью роста и характеризуется как штаммовыми отличиями, 
так и условиями естественной среды обитания. Установленный широкий 
диапазон оптимальных физико-химических параметров биолюминесценции 
позволяет рекомендовать штамм Ph. phosphoreum для решения широкого 
круга биотехнологических задач [6]. 
На 20 час культивирования штамма Ph. phosphoreum наблюдается 
снижение люминесценции, в дальнейшем этот фактор важен для нашего 
эксперимента. 
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Рисунок 1 — Динамика бактериальной люминесценции светящихся бактерий 
при культивировании [6] 
 
 
Было установлено, что бактериальная биолюминесценция 
регистрировалась при достижении определенной плотности бактериальной 
популяции (кворума) (рис.1). Данное явление впервые было обнаружено в 
начале 70-х годов у светящейся морской бактерии Vibrio fischeri и получило 
название «чувство кворума» (от англ. − quorum sensing) [10]. При низкой 
плотности суспензии, соответствующей ранней логарифмической фазе роста, 
свечение бактерий был крайне низким. При достижении численности клеток 
в суспензии более 107 кл/мл происходило скачкообразное повышение 
величины удельного свечения (количество излучаемых фотонов света на 
количество бактерий). При этом динамика общей интенсивности свечения 
культуры возрастала менее выражено [6]. 
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Рисунок 2 —  Зависимость интенсивности свечения Ph. phosphoreum от 
численности бактерий [7] 
 
Биолюминесцентная система в этой бактерии непрерывно активна 
во время роста, независимо от клеточного деления. 
 
1.2 Биолюминесцентное тестирование 
 
Для решения экологических задач, а также для исследований в области 
медицины, сельского хозяйства, фундаментальной биологии необходимы 
быстрые и удобные методы анализа токсичности веществ. 
Биолюминесцентный анализ стал в настоящее время одним из 
перспективных экспрессных методов биологического мониторинга 
окружающей среды. 
Биотесты с использованием живых бактерий отличаются от 
современных биотестов, использующих инфузории, дафнии, водоросли, рыб, 
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тем, что в качестве параметра жизнедеятельности используется 
биолюминесценция. Биотесты на светящихся бактериях дают 
количественную меру токсичности и часто превосходят известные биотесты 
по быстродействию, точности чувствительности и простоте, позволяют 
контролировать одновременно значительное число токсикантов [5]. 
Использование интактных светящихся бактерий для оценки 
токсичности имеет некоторые очевидные преимущества. Бактерии — 
люминесцентные единицы, которые в надлежащих условия излучают 
высокие и устойчивые уровни люминесценции (490 нм). Свет из нескольких 
сотен клеток может быть определяется с помощью люминометра. Физико-
химические  и биологические токсиканты, которые влияют на дыхание 
клеток, скорость белок или синтез липидов, изменяют уровень свечения. 
Аналогичным образом, агенты, которые влияют на целостность клетки и 
особенно его функции мембраны оказывают сильное влияние в естественных 
условиях на люминесценцию. Таким образом, многие виды токсинов с 
различными характеристиками, такие как пестициды, гербициды, хлорируют 
углеводороды и тяжелые металлы, оказывают значительное и измеримое 
воздействие на бактериальную систему люминесценции [4]. 
Биотесты могут быть рекомендованы для непрерывного экспресс-
контроля состояния окружающей среды промышленных районов и 
природно-хозяйственных комплексов, контроля залповых вредных выбросов 
предприятий, для оценки эффективности применяемых методов 
детоксикации окружающей среды и работы очистных сооружений, а также 
для экологической паспортизации предприятий и отдельных районов [7]. 
Для биотестеров могут использоваться микрофлюидные чипы, 
рассмотрим подробнее, какие бывают методы сортировки клеток в 
микрофлюидных чипах. 
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2 Методы сортировки клеток в микрофлюидных чипах 
 
Для сортировки клеток с помощью чипов используются разные 
механизмы, такие как электрические, гидродинамические, магнитные и 
оптические. 
Электрическая сортировка самая популярная, так как обладает 
преимущественной гибкостью и потенциалом для автоматизации. Дитирих и 
Швель [8] представили микрофлюидный электро-магнитный сортировщик, 
который сортирует клетки по яркости и цвету. Но электрокинетические силы 
относительно слабы для больших клеток. 
Диэлектрофорез является еще одним распространенным методом 
сортировки. Его суть заключается в мечение клеток с частицами, имеющий 
разный поляризационный отклик. 
Магнитный сортировщик может использоваться в том случае, когда 
клетки имеют встроенную магнитную восприимчивость, такие как красные 
кровяные тельца и магнитнотактические бактерии [9]. 
Далее рассмотрен каждый механизм в отдельности. 
 
2.1 Магнитный механизм сортировки 
 
Как говорилось ранее, магнитный сортировщик используется только в 
случае, если клетки имеют встроенную магнитную восприимчивость.  
Магнитные манипуляции, в которой магнитные частицы избирательно 
прикреплены к клеткам, является широко используемым методом для 
разделения клеток или очистки в микрожидкостных устройств. Высокая 
специфичность и эффективность магнитных методов делает их весьма 
полезными для получения редких типов клеток. Изначально клетки 
посткпают в центральный вход, где вынуждены перемещаться вдоль 
магнитных проводов, поскольку высокий градиент магнитного поля на краю 
каждого провода накладывает усилие на клетки под углом к 
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гидродинамической силы. Магнитное поле, создаваемое матрицей может 
стабильно управлять отдельными клетками в жидкости и может 
настраиваться динамически для удовлетворения разнообразных 
экспериментальных потребностей [10]. 
 
2.2 Оптический механизм сортировки 
 
Благодаря своим преимуществам, оптические пинцеты можно легко 
комбинировать с микрожидкостными системами, и является наиболее часто 
используемым методом оптической манипуляции микрофлюидного 
устройства. Использовали оптический пинцет для позиционирования 
бактерий  одноклеточного микроанализа, где выращенная одна 
бактериальная клетка может  быть изолированы и расположена в 
микрокамеры. Таким образом, воспроизводимость генетически идентичных 
бактерий могут быть изучены путем пропускания различных питательных 
веществ через микрожидкостную систему. Хансторп с соавторами 
разработали микрожидкостную систему [11], в которой используется 
оптический пинцет. Оптический пинцет предлагает высокое разрешение для 
захвата отдельных клеток, но имеет ограниченные области вследствие 
манипуляций жесткой фокусировки. Для того, чтобы улучшить пропускную 
способность, продемонстрировали использование индивидуально 
адресуемых вертикальной поверхности полости излучающих лазеров 
(VCSEL), где каждый лазер в массиве был сосредоточен и действовал в 
качестве индивидуального захвата источника. Высокая плотность и 
компактность устройства (VCSEL) делает их пригодными для оптических 
манипуляций.  
Тем не менее, лазеры VCSEL имеют относительно низкую выходную 
мощность и, следовательно, более низкую прочность прилипания. 
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 2.3 Электрическая сортировка 
 
Сортировка такого вида является электронным аналогом оптического 
пинцета и определяется как боковое движение, передаваемое на 
незаряженных частицах в результате индуцированной поляризации 
неоднородного электрического поля. Одно из преимуществ такой сортировки 
в том, что она может быть расширена для параллельных электрических 
манипуляций микро и даже наноразмерных объектов, таких как клетки, ДНК, 
белков, наночастиц [11]. Этот метод был успешно применен на 
микрофлюидных устройствах для манипулирования различными 
биологическими клетками, такими как бактериальные, дрожжевые, а также 
клетки млекопитающих. 
 
2.4 Гидродинамическая сортировка 
 
Является самым традиционным методом, в основном такая сортировка 
реализуется с помощью активного направления потока при обнаружении 
флуоресцентного сигнала от клеток. Так же такая сортировка имеет большую 
пропускную способность [12]. 
Благодаря созданию чипов, которые позволяют рассмотреть одну 
колонию бактерий в капле или даже просто одну бактерию, не повреждая ни 
клеточной оболочки, ни клеточного состава, мы можем обратиться к 
капельной микрофлюидике, которая в последнее десятилетие стала 
популярна в научном мире. 
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3 Капельная микрофлюидика 
 
Развитие и совершенствование микро - и нанотехнологий, 
микрофлюидных технологий, высокочувствительных систем регистрации 
изображений, успехи в супрамолекулярной химии позволяют создавать 
малогабаритные устройства для формирования изолированных капель 
вещества в непрерывном потоке жидкости. Такие капли являются 
своеобразными реакционными камерами (объемом от 10
-9 
до 10
-15 
л), 
окруженными инертной средой, в которых могут быть проведены 
химические реакции или другие взаимодействия исследуемого объекта и 
изучаемого материала. Концепция проведения химических реакций в малых 
изолированных объемах может эффективно применяться в различных 
областях исследований, как на молекулярном уровне, так и при изучении 
клеток или других микроорганизмов. 
Существует два магистральных направления, связанные с 
микрофлюидикой в капле. Первое, известное как цифровая микрофлюидика 
(digital microfluidics, DMF), — технология, позволяющая контролировать 
каждую каплю на матрице электродов и управлять ее перемещением по 
любой траектории в пространстве активной площадки микрочипа. Как 
правило, движение капли происходит в воздушной среде, поэтому и 
существует другое название — воздушнокапельная микрофлюидика. Другое 
направление — «капельная» микрофлюидика (droplet microfluidics), также 
относящееся к категории цифровой микрофлюидики, — технология, 
позволяющая формировать капли в жидкой среде, осуществлять 
разнообразные манипуляции с ними и перемещать их по закрытым каналам в 
различные области микрочипа. Здесь траектории передвижения капель 
определяются каналами и реакционными камерами микрочипа. Хотя и в этом 
случае в реакционную камеру можно встроить матрицу электродов и 
произвольно манипулировать каплями в пространстве этой камеры [13]. 
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Схожей с капельной микрофлюидикой, является гидродинамика 
сегментированного потока. Различие между ними, в частности, заключается в 
степени взаимодействия пробы со стенками канала [14], при этом капельная 
микрофлюидика имеет очевидное преимущество, так как исследуемая 
жидкая проба не взаимодействует со стенками канала, что предотвращает 
сорбцию молекул и возможность перекрестного загрязнения между 
дискретными объемами.  
 
 
Рисунок 3 —  Распределение в каналах несмешивающихся фаз для 
(а) сегментированной и (б) капельной микрофлюидики [13] 
 
 
Методами капельной микрофлюидики можно осуществлять 
исследования отдельных микрообъектов биологической природы. Хотя идея 
изучения отдельных изолированных в оболочке минерального масла клеток 
была предложена в 1954 г., [15] но только с развитием микрофлюидных 
технологий, обеспечивающих стабильное и воспроизводимое формирование 
монодисперсных микрокапель с заданными характеристиками, удалось 
создать платформу, подходящую для количественных исследований.  
К преимуществам микрофлюидных технологий следует отнести: 
высокие скорости формирования капель (с частотами генерации от 
нескольких Гц до десятков и сотен кГц), малый расход реагентов и пробы, 
возможность полного контроля условий формирования капель, реализация 
операций слияния или «дробления» капель и т.п. [16]. 
 
16 
 
Для разделения фаз в чипах используется масло, но так как мы 
работаем с живыми бактериями, нам нужно узнать, какое именно масло нам 
подходит для использования. Пока неизвестно как поведут себя колонии 
бактерий в различных маслах. Предположим, что в силиконовых маслах 
бактерии будут хорошо излучать свет, так как силиконовые жидкости очень 
инертны, соответственно, не будет смешения фаз, но так же данные 
жидкости хорошо пропускают кислород. Но так же следует изучить 
поведение бактерий в органических маслах, возможно, что такие масла как 
оливковое и растительное подойдут для нашего эксперимента лучше, чем 
любые другие.  
Нужно сравнить колонии бактерий в каплях разной величины, 
возможно, что капли маленьких размеров (1-5 мкл) не будут излучать 
люминесценцию, либо будут, но слабо. Я предполагаю, что размер капли не 
имеет значения, так как главное концентрация бактерий в капле. 
Так как одной из последних задач является добавление в капли 
веществ-загрязнителей, то бактерии в каплях подходят для этого как нельзя 
кстати, так как можно использовать одну каплю как модель одной клетки или 
целой колонии [17]. Можно использовать чашки Петри для экспериментов с 
токсинами, но такие эксперименты не могут дать количественную оценку 
эксперименту, кроме того  дают большую погрешность и скорее всего из-за 
градиента концентрации бактерии в каплях будут светиться более ярко, 
потому что заполнение колонии идет равномерно по всей капле, в отличие от 
колоний в чашке Петри. 
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4  Материалы и методы 
 
Использовались следующие масла: силиконовое масло (Sigma Aldrich, 
США), вязкость 60000 сСт, силиконовое масло марки «ПМС-200» (Россия), 
минеральное масло (Sigma Aldrich, США), вязкость 200 сСт, оливковое масло 
(Sigma Aldrich, США), вязкость которого была равна 250 сСт,  растительное 
масло марки «Милора» (Россия).  
Использовались бактерии штамма Photobacterium Phosphoreum. Штамм 
выращивался в жидкой среде. Среда: к 200 мл дистиллированной воды 
добавлялись 1% раствор пептона, 1% раствор дрожжевого экстракта, 3% 
раствор хлорида натрия (навески производились по массовой доле). 
Культивация бактерий проводилась в пластиковой колбе при 25 °C. В 
течение 24 часов в инкубаторе [18].  
Дальнейшее формирование капель в планшете производилось вручную. 
Капли размещались в лунках планшета по схеме, представленной на рисунке 
4 и 5. 
1) Для первого эксперимента использовались капли объемом 5, 10, 
20, 30, 40, 50 мкл. 
 
 5мкл 10мкл 20мкл 30мкл 40мкл 50мкл 
Силиконовое 
масло 
A       
B       
Оливковое 
масло 
C       
D       
Растительное 
масло 
E       
F       
Минеральное  
масло 
G       
H       
 
Рисунок 4 — Схема расположения масел в планшете для первого 
эксперимента  
18 
 
2) Для второго эксперимента использовались капли объемом 5 мкл. 
 
  ММ ММ СМ СМ С200 С200 ММ ММ СМ СМ С200 С200 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Контроль  A             
Контроль  B             
Контроль  C             
CuSO4 
(5,12×10-6 ) 
D             
CuSO4  
(6,40×10-4 ) 
E             
H2O F             
CuSO4 
(5,12×10-6 ) 
G             
CuSO4  
(6,40×10-4 ) 
H             
 
Рисунок 5 — Схема второго эксперимента (ММ — минеральное масло; 
СМ — силиконовое масло (60000 сСт); С200 — силиконовое масло(200 сСт)) 
 
Измерения интенсивности люминесценции проводились на 
планшетном люминометре «Mithras LB 940» (Berthold ,Германия) . 
Параметры измерений люминесцентной кинетики проводились по точкам, 
сканирование одной лунки планшета занимало одну секунду в шесть шагов. 
Общее сканирование одной бактериальной капли проходило в десять шагов 
по 0,2 секунды.   
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5  Результаты и обсуждение 
 
Для проверки первой гипотезы о том, что бактерии лучше светятся в 
более инертных маслах, таких как силиконовое и минеральное, первый 
эксперимент был поставлен на сравнение различных масел. Чтобы в 
дальнейшем отсеять ненужные масла. 
Так как известен оптимальный размер капель для прохождения в чипе 
(от 1 мкл до 5мкл), нужно узнать, смогут ли колонии хорошо светится в 
таких маленьких каплях. Для этого эксперимент был поставлен на планшете.   
В каждую лунку планшета наливалось масло по 200 мкл, по две 
повторности. Далее среда с бактериями помещалась в каждую лунку 
планшета из пипетки вручную. Капли были размером 5, 10, 20, 30, 40, 50 мкл. 
Капли взяты разных объемов, для того, чтобы проверить, есть ли 
зависимость от размера капли и интенсивности свечения. 
После того как капли с бактериями помещены в планшет, планшет 
ставится в инкубатор на два часа. После двух часов культивирования 
бактерий в каплях, планшет помещается в планшетный люминометр «Mithras 
LB 940» (Berthold, Германия), где измеряется интенсивность люминесценции 
(рис.6). 
После того как измерения сняты, ставим культивировать колонии в 
каплях еще на 24 часа. С завершением 24 часов, помещаем планшет в 
люминометр для измерения интенсивности люминесценции (рис.7). 
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Рисунок 6 — Сравнение интенсивности люминесценции бактерий в 
каплях в разных маслах (культивирование 2 часа) 
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Рисунок 7 — Сравнение интенсивности люминесценции бактерий в 
каплях в разных маслах (культивирование 24 часа) 
 
Из рисунков 6-7 можно сделать вывод, что свечение бактерий в 
силиконовом и минеральном маслах намного выше, в сравнении с 
растительным и оливковым маслами. Связанно это с тем, что силиконовые и 
минеральные масла хорошо пропускают кислород, и не смешиваются с 
обособленными колониями бактерий. 
Первая гипотеза подтвердилась, и более инертные масла (силиконовое 
и минеральное) подходят лучше для дальнейших экспериментов, чем 
растительное и оливковое.  
Кроме того в этом эксперименте выяснилось, что  после 10 часов 
культивирования размер капель не завит от интенсивности люминесценции, 
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значит возможно  использовать капли размером 5 мкл для дальнейших 
экспериментов в чипах.   
Также из первого эксперимента можно увидеть, что светится именно 
фазово-обособленная бактериальная колония (рис.8).  
 
 
 
 
 
Рисунок 8 — Свечение капли в масле  в лунке планшета 
 
Проверив, что для дальнейших экспериментов с микрофлюидными 
чипами подходят минеральное и силиконовое масла, исключаем 
растительное и оливковое масла. 
Чтобы узнать лучшее время интенсивности свечения, следующий 
эксперимент проходил с непрерывным мониторингом интенсивности 
люминесценции. Колонии бактерий   каждые два часа измерялись на 
планшетном люминометре «Mithras LB 940», для выяснения оптимального 
времени культивирования колоний с наилучшим уровнем люминесценции. 
В эксперименте проходило сравнение трех масел: минерального, 
силиконового (60000 сСт) и силиконового (200 сСт).  
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Поскольку предыдущие эксперименты показали, что интенсивность 
люминесценции к 10 часу не зависит от размера капель, то все капли взяты 
объемом 5 мкл.  
Вследствие того, что микрофлюидные чипы часто обрабатываются 
гидрофобизаторами (силиконовыми ПАВ), для предотвращения прилипания 
капель к каналам [20], решили провести эксперимент на двух планшетах.  
Требовалось выяснить, влияет ли как-то наличие гидрофобизатора, 
который находится на стенках планшета, на бактерий в каплях. Возможно, 
использование таких средств негативно скажется на росте или свечение 
бактерий. Один планшет обработан силиконовым ПАВ, второй — ничем не 
обрабатывался.  
В оба планшета раскапываются масла по 200 мкл. В лунки планшета 
вручную пипеткой помещаются бактерии в каплях, объемом 5 мкл. Далее оба 
планшета размещаются в инкубатор. Каждые два часа планшеты   
помещаются в люминометр для измерения интенсивности люминесценции. 
Культивирование проходило в течение 24 часов. Было сделано пять 
контрольных точек: на втором, четвертом, шестом, восьмом и двадцатом 
часу культивирования. 
Одной из последних задач, было установление как колонии бактерий в 
каплях реагируют на загрязняющие вещества. Для выяснения этой задачи  
взят модельный токсин CuSO4 (сульфат меди) в двух концентрациях: CuSO4 
— 5,12×10-6  и CuSO4 — 6,4×10
-4 . Кроме того, в колонии бактерий 
добавлялась дистиллированная вода, так же как и токсин, в объеме 5 мкл.  
Процедура добавления токсина и воды происходила на четвертом часу 
культивирования бактерий в планшете. В центр капли, с помощью пипетки и 
очень узкого носика, вводились концентраты. Далее планшеты помещались в 
инкубатор. Измерение свечение происходило уже с колониями бактерий, в 
которых есть токсин. 
 
24 
 
 
 
 
Рисунок 9 — Зависимость интенсивности люминесценции 
бактериальных колоний без токсинов в разных маслах от времени 
культивации (планшет без модификации поверхности) 
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Рисунок 10 — Зависимость интенсивности люминесценции 
бактериальных колоний без токсинов в разных маслах от времени 
культивации (планшет, обработанный гидрофобизатором (силиконовым 
ПАВ)) 
 
Из полученных результатов можно сделать вывод, что на рост бактерий 
и интенсивность излучения люминесценции, наличие гидрофобизатора на 
стенках лунок планшета никак не влияет. Поэтому можно смело 
использовать чипы, обработанные гидрофобизатором, для экспериментов с  
бактериальными каплями. 
Силиконовое масло высокой вязкости не походит для использования в 
капельной микрофлюидики, токсины не добавлялись в лунки планшета с 
данным маслом. 
Для выяснения как бактерии реагируют на токсины, сравним 
результаты диаграмм, полученные в минеральном и силиконовом «ПМС200» 
маслах.  
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Рисунок 11 — Зависимость люминесценции бактерий с введенными 
токсинами в каплю от времени в минеральном масле (планшет без 
модификации поверхности)   
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Рисунок 12 — Зависимость люминесценции бактерий с введенными 
токсинами в каплю от времени в силиконовом масле «ПМС200» (планшет 
без модификации поверхности)   
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Рисунок 13 — Зависимость люминесценции бактерий с введенными 
токсинами в каплю от времени в минеральном масле (планшет, 
обработанный гидрофобизатором (силиконовым ПАВ)) 
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Рисунок 14 — Зависимость люминесценции бактерий с введенными 
токсинами в каплю от времени в силиконовом масле «ПМС200» (планшет, 
обработанный гидрофобизатором (силиконовым ПАВ)) 
 
Результаты показывают, что бактерии остаются чувствительными к 
токсинам в предложенных маслах, не зависимо от планшетов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
 
Изучение штамма Photobacterium phosphoreum в силиконовых, 
растительном, оливковом и минеральном маслах, показали, что ни одно из 
выбранных масел не останавливает рост колоний бактерий.  
Наилучшее свечение наблюдается в силиконовых маслах, однако 
силиконовое масло высокой вязкости (60000 сСт) не подходит для 
формирования капель в чипах в силу того, что требуется большое давление 
чтобы подавать его по каналам чипа. Силиконовое масло вязкостью 200 сСт 
подходит для формирования капель в тонких капиллярах.   
В минеральном масле наблюдается в два раза меньшая интенсивность 
биолюминесцении, чем в силиконовом масле вязкостью 200 сСт. Возможно 
это связано с влиянием масла на количество кислорода в капле среды с 
бактериями.  Для подтверждения или опровержения этой гипотезы 
требуются дополнительные эксперименты с определением кислорода в 
маслах.  
Показана возможность проведения биологических экспериментов с 
бактериями  в «каплях-реакторах», которые заключаются в исследовании 
параметров биолюминесценции в колониях светящихся бактерий после 
инжектирования веществ в «каплю-реактор».  
Метод биотестирования со светящимися бактериями адаптирован для 
использования в капельной микрофлюидике. Наилучшим маслом для 
проведения экспериментов с чипами является силиконовое масло марки 
«ПМС-200». 
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